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Taenia solium : SUPEROXIDO DISMUTASA RECOMBINANTE DE Cu/Zn, SU
PURIFICACION Y CARACTERIZACION PARCIAL

RESUMEMN

Las supedxido dismulasas son una familia de melaloenzimas que lienen actividad
en contra del ibnl superdxido que se genera durante el estrés oxidativo. En el
presenta frabajo se purificd v s& caracierizd parcialmente una superboedo
dismutasa de Cu/Zn recombinante del pardsito Tasnia soffum (TsS0D) producida
en Escherchia coll, La TsS0D fue expresada en &l vecior de expresidn pRSET,
para postericrmenie ser purificeda medianie dos cromatograflas de inlercambio
idnico & diferentes pHs. Por medio de un analisis en gel de poliacrilamida con SDS
y de ensayos de actividad especifica se obsens una protelna pura con un peso
molecular redativo de 16 kDa v con una actividad especifica de 13333.33 Wimg, asl
coma un rendimiento del 2.5% de la enzima, Por otro lado, se realizaron ensayos
con inhibidores especificos (KCN y MaMy ) los cuales indicaron que la 50D
producida es de fipo CuZn. También se ullizaron algunos férmacos
antihelminticos como  inhibidores (Albendazol, Fenbendazol, Webendazol,
Mefronidazol, Prazicuaniel, Tisbendazol), de los cuales el que presenta ol
porceniape de inhibicidn mas alio es el Albendazol con un 41.00%:; Esio abre la
pogibilidad de realizar estudios para disefiar nuevas mobéculas para nhibir a la
enzima de T.solivm , sin alterar las mobéculas de sus hospedaros.



1. INTRODUCCION:

1.1 GENERALIDADES DEL PARASITO

Taenia solium
PHYLLM: Platyhelmintes
CLASE: Castoidan
SUBCLASE: Cestoos
ORDEN: Cyclophylicea
FamMILIA; Taenidas
GENERC: Taania
ESPECIE: sofium

Su ciclo de vida comprende tres estadios: huevo, lara, adulto,

1.1.1 ONCOSFERACHUEWD

Los huevos de T. sofium ¥ T. saginafs son indistinguibles unos de otros, tenen
forma esférica, de 30 - 40 pm. Los huevos de T, solium (figural) posesn en su
interior un embridn hexacanto rodeado por una membrana. La cublerta protectora
o embridforo estd formada por blogues constiteides principalmente de queratina y
unidos por una proteina cementante, La cublenta se rompe en contacto con Acido
closhidrico, enzimas digestivas, y bills en ol inlestino delgado, liberando la
oncosfera, la cual puede penetrar |a pared intestinal v alcanzar lorrente sanguineo
para alojarse en cualguier tejido del hospedern, dénde evoluciona a estado
larvario en aproximadaments 8 semanas (Carpio A, 2002). El tamafio forma y
estructuracidon de los huevos los hace indistinguibles de los del resto de los Wenkdos
aun chservandolos a través del microscopio electrdnico de barmido. Generalments
su coloracidn es blanquecing o ligeramente amarilbenta aungue varla de acwerdo
con los pigmentos que absorben en al intestino de los hospederos (Willms K &
Sotelo J., 2001)

Fig 1. MICROGRAFIA DE UN MUEVO DE Tasnia solum
(MICROSCOPIO ELECTRONICO)



1.1.2 LARVA O CISTICERCO

La morologia del cisticerco o forma larvaria o melacéstodo, comesponde
generalments 8 una vesicula de 05 a 1.5 cm de diametro, con un escdlax
invaginado, el escilax del cisticarco as samajante al dal varme adulto y poseea un
rosielo armado con una doble corona de ganchos quea son en numerc de 22 a 28y
cualro venbosas, Se observa como una esfara blanca opaca suspendida dentro de
una wvesicula llena de lguido (figura 2). La supericie externa es un tejido
Iegumentano samilar al del adulto con microvellosidades protegiendo del contacio
directo con el tejido del hospedero, La pared vesicular contiens vanos tipes de
cilulas dispuesias por la pérdida de tejido coneclivo v corplsculos calcdrecs que
s@ mazclan entre ellas; rodeadas por el fukdo vesicular, & cual ez mayor del 90%
del contenida de ka larva. El tepdo del pardsito meero s reabsorbido lentaments
dajando una concreckin calcificada an el lejido muscular y cersbral (Barmy M,
Kaldjian L., 1883)

F

Fig 2, CISTICERCO DE Tasnia sallum MICROSCORIO ELECTRONICD

1.1.3 ADULTO

El adulio de Teenls solium, parasita veriebrados, presenta simelria bilateral, es
alargado y aplanade derso venlralmente. El parasilo adulto puede dividirse en 3
regeones:

El escdlex: drgano de fijacian a la mucosa intestinal, redondeado con acetdbulos
redondos o ovales, ademas de un roslelo armado de ganchos de 22 8 32 que
miden entre 0.110 v 0.180 mm de large; como se observa en |a figura 3.

El cuello: Regidn de tejido indiferenciado situado inmediatamente despuds del
escolex; 85 la zona no segmentada del cuerpo del pardsilc v produce por
seplacion transversal a los proglétidos, que componen & esirdbilo; de ahi gue la
infeccion persista mientras el escolex v el cuello permanezcan unidos a la pared
del intestino del hospeadsaro,



Fig 3. ES00LEX DE Tasnia solum SE PUEDE APREGIAR A SIMPLE VISTA EL ESCOLEX ¥ UN
PAR DE VENTOSAS

El estrobilo; Estd constituido por un nimeno varable de segmentos RBamados
progldtides, que aumentan su grado de madurez a medida que se alejan del
cunllo, En el exiremo mas prdximo se encueniran los progidtidos inmaduros, en
los que apenas se distinguen las formas celulares que ofiginan los genfales
masculinos v femaninos que albenga cada segmento, ya que es harmafrodita; a
confinuacion se encueaniran los progiotides maduros, de forma cuadrangular, an
los que se cbservan lkos drgancs reproductores completamente desarmollados
canfiendo enire 150 y 200 testiculos. En la porcidn fimal del estndbilo se localizan
los proglétidos gravidos de forma rectangular, ocupados casi en su totalidad por el
Ulero que presenta enire siete y trece ramas como rasgo especifico, con bos
arganas sexuales atrofiados y llenos de huevos (Willms K & Sotelo J., 2001),

Los chstodos carecen de sislema digesing, en Su lugar, posean una suparicie
axtema o tegumento de gran impodancia hisiologsca, con actividad metabddica, a
traves de ella sbsorben y excretan selactvaments, ya sea por difusidn o por
transporte activo las sustancias que fequseren para su deshecho, defensa o
nutricitn. La glecosa es el nubrienta mas impodants como fuents de energla en los
cestodos. Tambéén los aminocdcidos, purinas, pinmidings vy nucledsidos son
absorbidos del intesting por difusion facilitada, para sinbetizar sus proplas
vitaminas y &cidos nucleicos (Schmidt G. & Roberts L., 2000). Este tejido Bamado
tegumenie, es una cublerta externa del cuerpo; es un sincicio anucleado cublerto
de extensiones ciloplésmicas, variables en tamafio y ndmero (microvelosidades)
gue cubren toda la superficie del pardsito, amplificando el drea de absorcion del
gusano, El lagumanta contisna anzimas, sislemas espaciicos para el transporte
da moléculas v ionas, es un drgano de proteccian, awdliar an la locomocin y sitio
de fransferencia metabdlica Se ha deamostrado que algunos pardsitos pueden
metabolizar xenobédticos (sustancias quimicas que son extermas al organismol,
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incluyendo algunos antiparasitarios (Tracy J. & Vande E_, 1995). El elemento mas
extemno del tegumento es el glicocalix, una cubiera proteciora que inactiva
algunas enzimas del hospedero y contiene amilasas ufilizadas para degradar
apicares complejos. Una caracteristica comin es la presencia de calulas
subtegumentales que forman un sincicio y que son defimitadas por una mambrana
basal,

Parenquima, liene la funciin de sostén lambién considerado como cantro de
sintesis, ransporte y almacenamiento de gluchgeno, as un tejido sincitial y fibroso
que limita el tegumenio an &l que 58 encuentran incluidos los drganos del aparato
reproducior, excretor ¥ del sistema nervioso, asi como dos paquetes de fbras
musculares que dividen &l parenquima en dos zonas, corfical y medula r.

El sistema nervioso estd constituldo por el complejo de ganglios cerebroides en el
eschlex unidos mediante comisuras transversas, De los ganglios cerebroldes
salen cuatro cordones nerviosos amielinicns, dos anterones que inervan el escblex
y dos posteriores que cormen a lo lango del esisdbilo, inervandolo totalments v
coneclandose por madio de comisuras transversas interproglotideas. Las fibras
neniosas 58 axtiendan a ko largo de los proglotidos con consxiones [aterales,
Algunos de kos neuropéptidos de importancia en la fransmisidn de estimulos son la
serolonina y la acetilcolina,

La osmoregulacion vy la excreckin dependen de un sistema protonefridial, con 2
pares de canales lalerales y conexiones transversas. El aparalo excretor, esta
formado por células flamigeras, dispuestas en grupos de cuatro en el extremo Ebre
de loz tibulos. Estos Glimos son prolongaciones capdares de los Wbulos
coleciores qua conlenan moléculas solubles (urea, amoniaco) por lo general, son
cuatro, dos dorsolaterales y dos ventrolaterales; los cuatro comen paralelamenia a
lo largo del estrdbilo uniéndose & nivel del escdlex. Los venirales se conectan
entre sl en el extremo posterior de cada segmento, por medio de wn tubo
transverso (Lamathe A, & Garcla P, 1838),

El sisterna reproducion, se conskiera hermafrodita; los deganos reproductivos
femeninos ¥ masculinos estan presentes en cada segmeanto de un solo individuo.

1.1.4 CICLO BIOLOGICO

El ciclo bioldgico de Taenia soffum consta de tres estadios: adulio, larva y huevo,
Los dos primeros esiadios se desamollan en el humano y en el cerdo
respectivamente, mientras que los huevos se diseminan y se mantienen latentes
en &l medio ambéeniz. El humano as el Onico hospedenn definitiv, ya que es la
Unica especie que aloja a la forma adulta del pardsio, méeniras que por otro lado
tanio el cerdo como el humano pusden actuar como hospedenos intermediarios a
la forma larvaria o cisticerco,

El parasito adulto habita en el tubo digesfivo del ser humano, donde se mantiene
firmamente adherido a la pared intestinal mediante sus venlosas y ganchos. Cada
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dia, varios proghdtidos grévidos se separan del extremo distal de la Taenia y son
expulsados con las heces, Aproximadamente cada progldtido diardamente libera
300000 huevos en al ambiente ¥ puaden permanecer viables durants largo tiempo,
con capacidad de infectar a seres humanos v a cerdos causando cisticercosis, En
lugares donde la eliminacion de axcrelas es inadecuada, los cendos s alimantan
con hacas humanas & ingleran los huevos de la Taanda solum. Una waz ingaridos
por &l cerdo, los husvos plerden su cubdarta y sa liberan las oncosferas (embsionas
hexacantos), kos gue atraviesan la pared intestinal ¥ entran al flujo sanguinec
desde donde son iransportados a los tefidos del cerdo, principaimente misculos
estriados vy cerebro (cisticercosis vy neurocisticercogizs). En dichos tejidos, las
oncosferas evolucionan v se fransforman en larvas & cisticercos. Cuando al
hombre: ingiena alimenios o agua conlaminada con cisticencos, |as larvas evaginan
an & mtesting delgado (igura 4), &l estdlex sa adhiere a la pared intestinal v el
cuerpo del parasilo comianza a crecear y 8 formar proghdtidos (Carpio A, 2002)

For otra parte, el hombre pueds también convertirse en hospedero intermediario
de la T. sofium al ingerir sus hueves; bajo estas circunstancias, se desarrolla la
cisticercosis humana, El mecanismo por e cual los huevos enfran al tomente
sanguineo vy son distribuidos a los tejidos del hombre es similar al descrito en los
cerdos. Las formas principales de contagio humano incluyen ingestion de comida
comaminada con huewos de T, solum y confaminacidn ano-mano-boca en
individues portadores del adulio de T. sofium en su intesting, los que pueden auto-
infectarse o infectar a otras parsonas, sobretodo a sus conlactos domésticos. La
tranamisidn aérea de huevos vy la regurgitacidn de proghdtidos desde el infesting
delgado hacia el esidmago (auto-infeccldn interna) no han sido adecuadaments
demastrado como fuenies importantes de adguisicin de la enfermedad,
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Fig 4. CICLO DE VIDW DE Taenia.sokwm (1) EL ADULTO HABITA EL INTESTING DELGADOD DEL
HUMAND (2} LIBERACION DE HUEVOS EN HECES [3) MEEMINACION DE LOS HUEVOS AL
MEDID AMBIENTE [4) INFECCION DE CERDOS POR IGESTA DE HUEWOS (5) INFECCION
EM HUMANDS POR INGESTA DE CARNE DE CERDO CON CISTICERCOS (6] INFECCIIN DE
HLBAAROE POR IRGESTA DE HUEVDS.

1.2 TAEMIOSIS Y CISTICERCOSIS

La taeniosis y la cisticercosia cuyo agenta elioldgico es T, soliv, prevakecen tanio
en dreas urbanas coma rurales, donde s& asocian a las practicas tradcionales de
crianza de cerdos, malas condicionas sanilarias @ higiénicas, ignorancia y pobraza
en paises en donde ks condiciones sanilarias de ks cardos que sa comen son
bajas, ademas sa desamolla en ciedades como resultado de una migracin
cradianle

1.2.1 TAENIOSIS

La laeniosis, es una parasiloss causada por el adulto de 7. solium; también
conocido como sofitana (llamada asi porque generalmenta se encuentra una sala)
es importanis desde el punto de vista de salud piblica, por que contribuye a la
dispersicn de la enfermedad, ya que la ingestidn de sus huevos producied en el
hombre la cisticercosis, que con frecuencia s causa de muerte; produckendo ésta
ultima un problema de salud poblica, Su cuadro clinico es poco caracleristico y de
poca gravedad; Su diagndstico 5@ realiza por la bisqueda de los progldlidos en la
maleria fecal, por medio de tamizado, la bisgueda de husvos an los axamenas
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coproparasitoscdpicos, o por el método de Graham para la bisgueda de huevos
en las margenes del ano.

1.2.2 CISTICEROSIS

La cisticercosis tambign conocida comdnmente como: granos, granillo, afilerilio,
frasilla, tomatillo, sapo, zahuate, liendnlla, granizo O gusano vasiculoso de la came
del cerdo (Lamothe A. & Garcia P., 1588); ocume comd consecusncia de la
infeccidn por el estadio larvaro de la T. sofium, la cual se produce cuando el
hombre se& comvierte, en forma accidantal, en el hospadero intermediario de dicho
céstodo (Marcial-Rojas R., 1977) localizéndose en diversas partes del cuerpo
coma: mucosas, ofo, misculo teniendo el pardsito una predisposicidn particular
por afeciar el sislema nervioso, produciendo la enfermedad denominada
naurocisticercosis, de su ubicacidn an las diversas parles deal cuanpo, y no lanto de
su nimern, depende la gravedad de las lesiones que producen, pudiendo pasar
inadvertida como en el caso de la cisticercosis muscular;, o causando severos
trasiomnos, desde dolor de cabeza, desequilibrio vy pardlisis en uno o varios
miembros, hasta epilepsia, ceguera, hidrocefalia, demencia, déficit neuroldgico
focal, @ incluso la muere en el caso de la neurocisticercosis (Barry M, Kaldjian L.,
1993)

La neurccisbicarcosis as |la enfermedad parasitaria mas frecuente del sistema
nervicao central, representande una pafologla neurolégica comin, asl come un
serio problema de salud pablica en diferentes palses de América Latina, Africa v
Asla (Botera D, 19686, Diaz F., ef 8/, 1082}

E Gl |

Las frecuancias de infecciones con T, solium informadas en México son: de 1986
a 1980, en donde se notificaron alrededor de 13000 casos anuales, A partir de
1291 la nofificacidn ha sido menor, pues se reportaron alrededor de B000 casos
anuales de Taenda sp. (Cormea M., ef 8l 1994}

Las estadisticas informan que las frecuencias ma&s altas para Teenis s5p se
prgentan an & grupo de 5 a 14 afios (35.3%), seguido por el da 1 a 4 afios de
edad, sin diferencias significativas por sexo (Correa M., ef af,1994) en cambéo, los
estudios epidemickbgicos informan que el parasito adulio se presenta en todas las
adades y que alcanza su pico an grupos de 16 a 45 afios (eded econdmicameanta
productiva), asimismo, que las personas de sexo femening son lag que mas
frecuentemente presenian este parasilo (Sarti E., 1986) Las diferencias
encontradas se deben a que en las estadisticas stlo se reflejan la demanda de
servicios de salud, v en los estudios epidemioldgicos se obtienen datos
representativos del sexo y de todos los grupos de edad.
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1.2.3.1 CISTICERCOSIS HUMANA

La cisticercosis ara una enfermedad rara en los Estados Unidos de América, por el
contrario, México &5 un pais que continda endémico asi como Sudamérica,
principaimente en Brasil (Vianna L., ef al, 1990), Colombia( Botero D., 1986),
Ecuador, Perl (Diaz F., 1092}, y clertos paises de Europa del este (Diaz F., 1062)
como Espafia (Garcia-Albea E., 1989) v Portugal (Monteino L., af al, 1992).

En México actualmenta las estadisticas oficlales informan un promedio anual de
500 casos de cisticercosis, con una tasa nacional cruda de 0.6 por 100000
habitantas. Mo existen diferencias por sexo y el grupo mds afectado es el de 16 a
45 afos de edad. Los grupos mas afectados son los que representan a las edades
productivas (Correa M., ef al,, 1994).

En kos dGitimos 20 afos se han utilizado diversas pruebas inmunodiagnbsticas para
determinar la frecuancia de anticuenpos anficisticerco en diferentes poblaciones; al
raspecto se encontraron prevalencias desde 0.1 a 12.0%. Can el advenimiento de
thcnicas mas sensibles vy  especificas, como e ELISA vy Ia
Inmunoelectrotransferencia (IET), las frecuencias informades en los diimos cinco
afios 32 han mantenido alrededor del 10% en las poblaciones estudiadas (Diaz 5.,
ef i, 1900, Correa M., et af,, 10994, Sarti E., of ai., 1904),

La prevalencia exacta de la neurocisticercosis es muy dificll de determinar debido
a la inespecificidad de sus manifestacionas clinicas y de la falta de una prueba
complatamente confiable y segura, gque pueda ser ulilizada en estudios
epidemioldgicos a gran ascala.

Los primeros estudios para conocer la frecuencia de neurocisticercosis se
realizaron en hospitales y en series de necropsias. En los estudios hospitalarios,
México informd frecuencias de hasta 8.60 x 100 hospilalizados, v en las sanes de
necropsias, de hasta 2453 por 100 000 habitantes, vy sa sefiala que hasta 43.3%
de los casos eran asintomaticos, y 80% fueron hallazgo de autopsia.(Sarti E.,
1986).

Par otra parte, diversos estudios revelan que la neurocisticercosis es causa
importante de admisiones hospitalarias y de procedimientos neuroquinirgicos en
Mexico (Flisser A., ef al., 2003}

1.3 TRAT |

El tratamianio es sintormatoldgico v debe estar disefiado para cada pacienta con
anbepiképlicos, analgésicos, corficostercides o una combinacidn de ellos. Se
utifizan de manara rutinaria antihelminticos (prazicuante! v albendazol), en dosis
definitivas y especificas para el tratamienio.
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Dabido al pleomordismo dinico da la newrocisticercosis, no es posible qua un solo
eszquama de tratamianto sea Ol en todos los casos. Por o tanto, la caracterizacion
precisa de la enfermedad, en lo que respecta a viabilidad v localizacién de las
lesiones, es de fundamental importancia con el objeto de planificar un tratamiento
adecuado (Del Brutio 0., 1993).

141 ANTIHELMINTICOS

Los antihedminticos son famecos que destruyen o expulsan a kos halmintos del
tubo digestivo o, al nivel sistémico que invaden drganos vy tejidos. El tratamiento da
la taeniosis, ha pasado por waras etapas, duranie mucho tiempo se empleanon,
samillas de calabaza como vermifugos los extractos de cieras plantas, como &l
guencpodio, el helecho macho, mepacrina, ol epazote, vy dervados de acridinicos
(Tay-Zavala J. & Lars-Aguilera R. 1885); pero las reaccionas secundarias y la
escasa acckdn antihelmintica kas hicieron caer en desuso, ademas esios no tienan
ningun efecto sobre las formas larvarias, Para el iratamiento de la cisticencosis y la
teniosis se utilizan fdrmacos sintéticos dentro de los cuabes los mds utilizados son
&l Prazicuantel, ¢l Albendazol y la niclosamida (Sarti E., 1988).

Praziquantel: Es una isoquinalina qua ha sido utiizada para el fratamiento de la
naumocisticercosis humana desde 1879, ejerce dos efectos impordantes an
helmintos sensibles; a las concentraciones minings eficaces, intensifica la
aclividad muscular seguida de confraccidn y pardlisis espéstica, Los céstodos se
separan de los tejidos del hospedero, A conceniraciones terapéuticas levemenia
mayores, el prazicuaniel causa dafo en tegumentos, o que activa kos mecanismos
da defensa del hospedaro para culminar la destruccitn del pardsito. Las
membranas de los helmintos afectados al parecer constituyen el objstivo primario
de su accién, Por Oitimo cabe sefialar que el prazicuantel es el tratamienio de
eleccidn recomendado por la OMS a una dosis Gnica. 10 mgfkg (OMS, 2002),

Albendazol: Es un benzimidazol con potente efecto cestocida, altamente eficaz
en la neurocisticercosis. Los benzimidazoles ceusan muchos cambios
bioguimicos, por ejermnplo la inhibicidn de fumaraio reduciasa de mibocondrias,
disminucidn ded transporia de glucosa, v desacoplamienio de la fosforlacion
ouidativa. Su principal accidn a4 la inhibicidn de |a polimerizacidn de micratibulos
al unirse a p-ubulina. La toxicidad selectiva de estos compuestos depende de la
aclividad especifica ¥ muy &vida con la B-tubulina del parfsito sa produce con
concanfraciones mucho manores que las necesarias para unirse a las protelnas
de mamiferos. Después de administrar el albendazol &5 metabolizado en el
higado, hasta la forma de sulféuido de albendazol, e cual tene acthidad
antihelmintica, El albenbazol ocasiona pocos efectos adversos sl se utiliza por
corto fiempo contra la helmintiasis gastroinlestinal. El albandazol destruye al T5%
a8 20% de los cisticercos v ha probado ser supesor al praziquaniel en diversos
estudios comparativos [(Cruz M., & al, 1991), no solamente por su major
porcentaje de desinuccidn también por su menor cosio, un aspecio importante ya
que la cisticercosis usuaimenta afecta a gente de bajos recursos econdmicos.
dosis 15mg/kofdia por 1 mes.(Goodman & Gilman,, 2001)).
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142 ANTIEPILEPTICOS

Los antiepilepticos son ubiizados en un gran ndmeno de enfermos con
neurocisticercosis. En pacientes con epllepsia secundaria a calcilicaciones, |a
admimnistracion de una droga antiep#éplica de primera linea (carbamazepina,
fenitoina o fencbarbital} usualmente produce un control adecuado de las crisis. Sin
embargo, los pacientes con quisies viables deben recibir pimero un curso de
tratamiento con drogas cestocikdas para lograr un control posteror de crisis con
farmacos antiepdéplicos(Pal Deb K., ef al., 2000).

143 CORTICOSTEROIDES

Los coricostercsdes son farmacos frecuentemente utilizados en pacientes con
neurocisticercosis. La administraciin simultdnea de coricosteroides durante al
tratamiento cestocida es controversial. Se ha sugerdo su empleo para disminuir
los efectos adversos gue pueden ocumir durania el tratamiento con albendazod o
praziquantel (DeGhetaldi L., 1983}, Dichos efectos no se deben a towickdad de
estos férmacos sino & ko destruccidn de los cislicercos como resullado del
ralamiento. En la mayoria de los casos, eslos efeclos secundarios pueden ser
conlralades adecuadamenta con analgésicos comunas y fArmacos antieméticos,
evilando & usoc mfinario de corticosternides. Este aspecto es de especial
importancia en enfermos tratados con praziguantzl ya qgue la administracidn
simuliinea de corticostercides disminuye hasta en 50% os niveles plasmaticos de
dicho farmaco, Por el contrario, los nivelas plasmaticos de albendazol aumentan
con la administracidn de coricostercides por lo que pueden ser utilizados
libremente en esios casos (Jung H., ef al., 1950).

1.4.4 CIRUGIA

Los cisticercos wvenfriculares mdviles pueden ser removidos por excéresis
quirirgica o por aspiracitn endoscopica (Meal J., 1985). Hay que considerar la
posibilidad de que el cisticerco haya migrado en & interior del sistema ventricular
desde &l momento del diagndstico, por lo que &5 necesaria ka practica de estudios
de neuroimagen inmedialamente antes de la cirugla (Kramer J., ef al., 1982].

1.4 IS

Existen caracteristicas que hacen a la 7. sofum wvulnerable: a) su ciclo de vida
requiere exclusivamente al ser humano como su hospedero definitivo; b) fa
laeniosis es la Gnica fuente de infeccidn para el cerdo, hospedero intermediario: ¢
al cardo puede ser controlado; d) no existen reservorios silvestres, y &) se dispone
de productos antiparasitarios seguros y eficaces conira la taendosls (Schantz P, af
al,, 1993)

El control de la taenicsis v dslicercosis, se han dividido en dos estrategias las

educativas v las de intervencidn, Las educativas se enfocan a la difusidn de la
informacidn para prevenir la adquisicion del parasito, como habitos de higiena,



idenfificacion de carme infectada, cocimiento de dsta, evitar el fecalismo al aire
libre (Sari E., et al., 1992). Factores socioecondmicos v cullurales han influido
para que este fipo de campafias no fengan aun el impaclo esperado en la
poblaciin.

Se han propuesto otras allemnatives de intervencién gque adm no han sido
suficienternenie evaluadas, como es el caso de ftratamiento masiso con
antinedminticos para la erradicacién del gusano adulio de los portadores, en donde
sa administra una dosis dnica de prazicuantel y se observa que disminuye la
incidencia de la cisticercosis. Otra alternativa de intervencion as la educacion que
consiste en la divulgacidn dal conocimeanto acerca de |la anfermedad an
comunidades endemicas, con el objetive de modificar las praclicas y el
comporiaméento de la localidad estudios realizados en donde se han aplicado
gstas medidas demuasiran que s& ha disminuido la incidencia de la enfermedad
(Flissar A, of al, 2003). Junto con estas medidas se han desamollado vacunas
conira la cisticercosis con preparaciones antignicas (extractos crudos) a pariir de
astadios oncosferales, larvanos v adultos de diferentes céstodos (Molinan J., of
al., 1983); como ejemplo da allo tenemos dos antiganocs proveniantes de una
biblioteca de cDMNA da T, crassiceps, un antigeno recombinanie proveniente de T,
owis que protege 78% en cerdos infecltados con T. solium y tres péptidos
provenientes de T. cressiceps disminuvendo la carga parasitania en un 50% en
cerdos infectados (Toledo A, ef al, 2001), asi como un complejo antigénico a
partir de cisticercos de T. solium los cuales han demosirado ser efectivas en la
probeccian conlra |a cisticarcosis porcina y murna (Molinad J., ef al, 1983,1993,
Manoulcharian k_, of al., 1856)

La aplicacion de |es tecnologlas de acido ADN recombinante han permitido la
produccicn de antigenos recombinantes Ofiles para la vacunackin an contra de la
cisticercosis (Vibanco-Perez M., et al., 1099, Manouicharian,, ef al., 1996). Esta es
una valiesa herramienta, va que permite oblener una mayor cantidad de antigana,
di tal forma que s& pueden adecuar las dosis v bajar &l costo da la produccion del
antigeno.

1.5 DIAGNOSTICO DE LA TAENIOSIS ¥ CISTICERCOSIS

1.6.1 TAENIOSIS

La iseniosis generalmente es asiniomatica, ya gque produce dafio minimo en la
mucosa intestingl. El diagndsticn se realiza por la identificacidn de proglotidos
expulsados an el excremenio, los cuales deben ser observados al microscopio
para la identificacion de la especie, o bien, por el andlisis de los huevos mediante
Idscnicas coproparasitoscopicas da sedimantacidn v flotacion, cuya sensibilidad no
as mayor da §0% (Sarti E,, 1086, Flisser A, 1884). Se han desamollado métodos
como inmunodiagndstico de la taeniosis por defeccidn de coproantigeno (Allan J.,
af af ., 1920). Asimismo, e han empazado a implementar métodas moleculares
empleando sondas o amplificando genes milocondriales por medio de la reaccian
en cadena de la polimerasa a parlr de DNA alslado de huevos y resios dal
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parésito encontrados an las heces de los portadores de T. solium y T. saginala
(Chapman A, af al., 1985). Sin embargo, estos métodos todavia no han mostrado
su eficacia an poblaciin abiaria.

1.6.2 CISTICERCOSIS

La dnica confirmacin real de la palologia es por meds de biopsia y autopsia,
estos procadimientos presentan obvias lmitaciones, Gnicamante la iInlerpretacion
cormecta da los exddmenas de neurcimagan & inmunoldgicos parmite & diagndstico
de la cisticercosis (Dal Brutta O, 1934 )

1.6.2.1 ESTUDNOS DE NEURDIMAGEN

Tanko la lomografia compularizada como la resonancia magnética (RM) facilitan el
diagndstico de la neurocisticercosis va que parmiten visualizar el nimeno y
localizacidn de los pardsiios asi como su estadio evolutivo (Del Brutta ., 1992).
D hecho, los hallazgos de TC y BRM en la neurocisticarcosis parenquimatosa
dependen fundamentalimante del grado de viabdidad de kos cisticercos. En
términos generales, la RM es mejor que la TC para el diagndstico de la
neurocisticercosis, especialments en pacientes con lesiones quisticas en la base
del crédneo, tallo cerebral, cavidades venirculares v médula espinal. Sin embango,
una limitacién importante de la RM es su mala resolucion para detectar pequefias
calcificaciones parenquimatosas (Richards F. Jr. & Schantz P.., 1981). Debido a
que muchos pacientes con epilepsia y newrocisticarcosis presentan calcificaciones
como Onica evidencia de la enfermedad, la prictica exclusiva de RM puede
condicionar emmores diagndsticos. La TC es el método de imagen de eleccidn para
el estudio de pacientes con probable neurccisticercosis; la RM debe reservarse
para aquellos casos con TC nomal o en los que el aspecio lomogrifico de las
lesiones no sea concluyente [Del Brutto O., 1994),

1.6.2.2 ANALISIS CITOQUIMICO

La mayoria de log hallazgos de neurcimagen en la neurocisticercosis meningea no
son especificos y pueden observarss en ofro tipo de infecciones del sistemna
nenvioso, En esios casos, el analisis citoguimico del liquido cefalorraquiden (LCR)
es de fundamental importancia para &l diagndstico comeclo (Del Brutto O,
1962,1594) los niveles de glucosa en LCR suelen ser normales en pacientes con
neurccisticercosis (Leonard J., 1986},

1.6.2.3 PRUEBAS INMUNOLOGICAS

Existen varias pruebas destinadas a la deteccidn de anticuerpos anticisticarco en
sangre, saliva y LCR, entre las que destacan la reaccidn de fjacidn de
complements, & ensayo inmunocabsorbente ligado a enzimas (ELISA) y la



inmunoelacirotranferencia (IET) (Flisser A., ef al., 1990, Richards F. Jr. & Schantz
P.. 1991).

Estas pruebas son wn complemeanto imporanta de los estudios de neurcimagan,
pefo nunca deben ser uliizedas en forma aislada para confimar o descartar el
diagnéstico de neurocisticercosis debido al elevado porcentaje de resultados falso-
posilivos v falso-negativos. De las pruebas seroldgicas, la mas fidedigna es la IET
realizada con glicoproteinas (Garcia H., ef al,, 1983},

La praclica de prusbas inmunoddgicas en LCR susle ser mas conflable que en
suerg; sin embargo, la positividad de dichas pruebas se relaciona directamente
con la viabilidad y la localizacion de los cisticarcos (Zini D., et al, 1990). Algunas
de las proteinas de los cisticercos tisnen propiedades entigénicas y estimulan la
produccidn de anlicuerpos especificos (Khan N, & Sotedo J., 1989). Sin embargo,
eskos antigenos no tienen mayor efeclo en la proteccidn contra la enfermedad va
que los cisticercos desamollan una sane da metanismo evascras que le pamiben
sobrevivir al ataque inmunoligico del hospadero (Del Brutto O, 1883). Enire esos
mecanismos destacan &l mimetismo molecular v la depresidn de la Inmunidad
cedular, la cual puede condiclonar una sere de complicaciones en enfermos con
cisticercosis, asl como en su disgndstico,

1.8 ESTRES OXIDATIVOD

El astrés oxidativo (ECx) se define como al desequilibrio entre las moléculas de
alto potencial oxidante derivadas del oxigeno, conocidas como especies reactivas
del oxigena (ERDY), v los sistemas antioxidantes.

Las principales sustancias owidantes en los sistemas bioldgicos son los ERO.
Estas moléculas presentan uno o mas electrones sin aparear provenientes del
oxigeno, esta mokéculas son allamenta reactivas dada su afinkdad a aparearse oon
elecirones de los dtomos de otras moléculas. Por ejemplo, moléculas como el kKin
hidroxilo (HOr } y el peroxinitrito (ONOD ). entre ofras.

Las ERD se generan por la reduccidn incompleta del oxigeno durante la
respiraciin  en la milocondria, como producios de reacciones metabdlicas
normales en la membrana citoplasmatica, reticulo endoplasmico, membrana
plasmtica, los peroxisomas (Cross A & Jones 0., 1891) v por macrofagos,
neutrdfilos v eosindfilos del hospeders (Southom P. & Powis G., 1988). Eslas
aspecies causan dafio a toda clase de moléculas bioldgicas conduciendo a la
oxidaciin, despolimerizacion de polisacaridos, modificaciones de DMNA uplura de
cadenas, dafio a la membrana, lipidos, profeinas, carbohidratos, ademds de estar
involucrados &n procesos de mutagenesis, carcinogenasis, dafo a la membrana,
peroxidacidn de lipidos, oxidacidn de proteinas, fragmentacion vy dafio &
carbohidratos (Sies H.. 1993).

Conlrario a lo que se piensa dal Oy es poco reactivo. La mayor pare del HO;
proviena de |a dismutacion del O;". Tanio el O3 como el H;0; son compuestos
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gue regccionan poco. Sin embarge ambos son loxicos principalmenie por que
generan '0; y HO* . Cuando se forma & superdiddo es inmediataments
transformado medianie la superduido dismutasa en pardxido de hidrdgeno, como
sa obsarva en |a siguiente reaccion (2H*+0y +0y" » H2O03) a
partir da aqul s& puaden saguir tres vias,

1.-El perdxido de hidrigeno (H;0;) es metabolizado a agua y oxigano.

Z2.-En presencia de hiero formar radicales hidroxile (mediante la reaccidn de
Fanton), o cudl es altamente toxico para las células provocando la penoddacion
lipidica, v ruptura o mutacidn del DMNA

Oy +Fe® —* Fe¥40,

FeX+H0; ——* Fe™+0H +0OH-

Oz + HyO —_—  OH +DH
Remccidn de Fenton descrta por Ebadi an 1596 y Mattson sn 1968

A.-En presencia de clomo a través del sistema enzimatico de la mislopemxidasa de
los leucocilos se forma el &cido hipocloroso (anmidn hipociorito). Bl acido
hipocloroso es el radical més toxico v la especie mas reactiva formada por los
fagocilos.

1.7 SIS ANTIO ]

Todos los organismos asrobios requieren mecanismos que limiten el dafo
molecular causado por las ERO como & in superdado (Og7), perdxido de
hidrdgeno (Ha0z), y el Kn hidroxddrilo (HO) gue son incremantadas por exposicin
a la radiacidn, clclizacidn redox de fdrmacos o fagocitos estimulados por al
hospedero (Henkle-Dirsen K. & Kampkdfter K., 2001).

Las ERO formadas an &l organismo pusden Iniciar una serie de reacciones an
cadena, que contindan hasia que ésios son eliminados fras diversas reacciones
con ofros radicales libres o por la accion del sistema anticxddants, ef cual prolege a
los tejidos de los efectos que ellos producen. Unos previenen la formacidn de
nuevos radicales libres, convirtiéndolos en moléculas mencs perjudiciales anles de
que puedan reaccionar o evitando la formacidn de ERO a partir de ofras
mobéculas.

Para detener este proceso destructive los organismos han desarroliado sistemas
enzimdticos y no enzimaticos de profeccidn del dafio producido por las ERO
(Caflahan H., et al,, 1988). Esta proteccidn contra el dafio oxidative pusde ser por
prevencidn, intercepcidn y reparackin.

La prevencidn es la pimera linéa de defensa contra las ERO y as la proteccidn
contra su formacidn,
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La inercepcion de las ERO, esie as el proceso de desactivacidn, lo podemos
dividir en dos clases engimaticos ¥ no enziméticos.:

1.~ Sislemas no enzimaticos los cuales @ su vez podemos subdividic en dos
subclases: a) Suslancias eliminadoras o secuesfradoras que son pequefias
mobéculas que lmpian el plasma de oxiradicales, un ejemplo de esto son el -
tocofercl dcido ascdrbico, carlenos y glutatin, b} Sustancias protebcas que son
capaces de secuestrar metales de transicidn sobre todo el hiemo como la
laciofermina, la ceruloplasmina v la transferrina,

Z-Sistemas enzimaticos las ires principales enzimas antioxidanies son: la
superixido dismutasa, |a catalasa y la glutation peroxidasa.

La proteccidn de los efectos anticcddanies pueda ser por reparacidn del dafo una
vez ocurmido, esie se refiere al dafo en el DNA ocurrido como una variedad de
producios de la oxidacidén de fosfolipidos, proteinas y otros compuestos. Hay
vanos sistemas enzimatioos relacionados con ta reparacidn de DMA lipoliticos v
protecliicos capaces de ayudar a las funciones de mesusiifucion o
reamplazamiento (Hemut 5, 18493).

Los antioxidantes mas eficienies combinan propiedades en dos objetivos
fundamentales; primero reaccionando &n @l inicio de la formacidn de estos, v
sEgunco son capaces de interaccionar con compuastos solubles en agua para su
propia generacidn, Estas antioxidantes capturan a los radicales libres impidiendo
la reacciin en cadena por medio de la acciin de compuesios de allo peso
molecular; algunos solubles en agua como dcido ascdrbloo tioles, urato y piruvato,
algunos lpidos solubles como la vitaming E v el B-caroteno y finalmente obros
reparan las células dafadas (Erophy P. & Pritchard D., 1988).

Los sislemas enzimaticos estan conformados por une serie de enzimas
antioxidantes esenciales en los pardsitos para defenderse contra las ERO
generadas por macrofagos neutrofilos v eosinofilos del hospedeno (James E.,
1894), por algunos farmacos anfiparasitarios, la reduccidn incompleta del oxigeno
durante la respiracidn en la milocondria v como produclos de reacciones
metabdlicas normales en la membrana clloplasmatica, reticulo endoplasmico,
membrana plasmdatica v los peroxisomas (Henkle-DOhrsen K., ef al, 2001).

Estas enzimas pueden ser parficularmente importanies para la larga vida de los
pardsios que estdn envueltos en infecciones cronicas. Las principales familias de
anzimas antioidantes en organismos eucariontes son las catalasas (CATs), las
Glutation peroxidasas (GPXs) con aclividad cataliica para descomponer HaOs
para producir H:D v Oz ). También las GPXs v las Glutatidin S-transferasas que
utilizan al glutalidn, pueden reducir hidropeoxidos lipidicos v carbonilos reactivos.
Las superbuido dismutasas (S00s) son una familia de metaloenzimas las cuales
catalizan |a dismutacion del superdxido (O;7) a HyOy v oxigeno, El HOy puede
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causar dafio por sl mismo, pero la especie mas importante es o OH"
Recientemente otra familia de enzimas antioxidantes que ufilizan al H:0; e
hidroparoxidos, descritas como peroxiredoxinas (PRXs) han sido identificadas en
organismos de lodos los reinos, Incluyendo a ks nematodos y trematodos
(McGonigle 5., ef al, 1398). El descubrimienic de esle sislema enzimético
representa un avance pafa al enlendimiento de cdmo los pardsitos se defienden
del estrés owidativo externo e intermno, puesto que carecan da GPXs y CATs,

La supendxido dismutasa representa la primera linea de defensa convirtiendo al
ibn superdxido a peroxido de hidrbgeno. Es una reaccidn que metabdlicameante es
pocD cosiosa ya que no requiere &l consumo de ningdn cofactor,

1.8.3 SUPEROXIDO DISMUTASAS EN HELMINTOS

La superdxido dismutasa (S0OD) es una metaloenzima ampliamente distribuida
existe en una varedad de formas compuestas de CufZn, de Mn y Fe que catalizan
la misma reaccidn (2H"+0y"+0y" — - HiOa+0y); dsta Gtima identificada en
profozoarios, algas y organismos fotosintélicos. Hay tres tipos de S0ODs en
ofganismos eucanontes una SOD celular de CwZn en el ciosol, una SOD
exiracelular de Cu/Zn y una 500 mitocondrial de Mn, a pesar de que esias fres
enzimas catalizan la misma reaccién cada una es codificada por un diferenie gen vy
difieren en su estruciura y localizackén (Fridovich 1., 1885). La SO0 cioplismica
de Cu'Zn se encuenira ampliamente distribuida en el citosal v en o ndcleo, paro
estd ausente en [a miloccondria v compartimentas secretonios (Crapo J., & al.,
1882) La SOD extracedular se encuantra fuera de las células en el plasma linfa y
fluide cerabro espinal, mientras la 500 de Mn estd locelizada e ks matriz de la
mitocondria (Crapo J., 1882). La 500 de Cu/Zn calular es un dimero compuesto
de dos subunidades idénticas de 16 kDa, cada una contiens un dlomo de cobre vy
uno de zinc, I SO0 exracedular de Culdn &s una glicoproleina tetramenca
compuesta de cuatro subunidades idénlicas con un peso mokecular de 30KDa. La
50D celular v la extracelular tienen un 50% de identidad en la secuancia de
aminoacidos. Las enzimas de ambas clases posesn residuos conservados que
son requernidos para la aclividad y wnidbn al metal, cuatro residuos de histiding
envueltos en la unidn al cobre, tres histidinas v un aspanato envuelios en la unidn
al zinc, dog cisteinas envualtas en al puente disuluro v la arginina en & entrada
del sitio activo en ambas formas citosolica y exiracelular de esta enzima solo los
alomos de cobre participan en la ciclizacidn oxido reduccidn durante la
dismutacién de 07", Los domos de zine no estin Invelucrados en el ciclo redox
pero mantienan la configuracidn del sito activo y facilitan la cxddacion,

La 500 Mn mitocondrial es una profeina tetramérica que es codificada en el
niecheo, sintetizada como un precursor com un péplido sefial en el ciosol y
transportada hacia dentro de la mafriz de la mitocondria, dénde plerde este
péptido. La protelna precursora presenta un peso malecular de 25 kDa v la
protelna madura denfro de la mitocondria un pese molecular de 22 kDa, la cual
forma un Ietrdmens activo.
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La 30D estd presente en exiracios de algunas especies de irematodos como
Dicrocoslium dentriticum, Fasciols hepatics vy céstodos como Monlezia expansa,
Manienzis beneden, Aviteling cenifripunctats, Teenia hydstigena y Dipyfidium
caninum [Sanchez Moreno M., ef al,, 1989), Aﬂarnh.dalasﬂnda T. solum
(Gonzales H., of al, m;muthumm
moleculares amplias en nematodos por medio de la entificacién de Ios genes
que las codifican, tal es el caso para la 30D de CulZn cliosclica (Henkle K., ef a/l,,
1891}, la extracelular de Cu/Zn (Getzolf E., 1989), an O.volius (Henkle-Ddhrsen
K., af al, 1994). Ademas de las S00s de Cu'Zn cilosolica v axtracelular de B.
malayi (Tang L., ef al., 1984), Haemomonchus concorfus (Liddell 5. & Knox D.,
1898), D.immitizs (James E.. 1884), la S0Ds da CuZn extracelular de
Acanthochelfonems viteae (Lattemann C,, ef &l 1888} v la 30D de CulZn
cliosolica de Taenfa solum (Castellancs A, ef al,, 2002).

Todos astos estudios han hecho posible la produccitn de enzimas recombinanies,
para realizar estudios bioguimicos & inmunaologicos (Tang L., ef ai., 1984),
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2, HIPOTESIS

EL 07" ES UNA MOLECULA TOXICA QUE CAUSA DARO POR S| MISMO ©
GENERANDO OTRAS MOLECULAS MAS TOXICAS. LA PURIFICACION ¥
CARACTERIZACION BIOQUIMICA DE LA ENZIMA SUPEROXIDO DISMUTASA,
NOS PERMITIRA IDENTIFICAR NUEVAS ESTRATEGIAS PARA INHIBIR SU
FUNCION.

L 08JETIVO GENERAL

PURIFICACION ¥ CARACTERIZACION DE LA SUPEROXIDO DISMUTASA DE
CulZn RECOMBINANTE DE Tasnia soflum,

4. OBJETIVOS ESPECIFICOS

PURIFICACION DE LA SUPEROXIDO DISMUTASA RECOMBINANTE DE Cu/Zn.
DETERMINACION DE RENDIMIENTO DE LA PURIFICACION ¥ PUREZA,.
IMPLEMENTACION DEL ENSAYO DE ACTIVIDAD ESPECIFICA
ENSAYOS DE INHIBICION:

a) INHIBIDORES ESPECIFICOS PARA LA SOD.

b) FARMACOS ANTIHELMINTICOS



5. MATERIAL Y METODOS
5.1 MATERIAL BIOLOGICO

La Escherichia coll BI21(DE) fue de la marca comercial InVitrogen Corp. El
plismido que expresa la 300 de CuZnde T, solivm (TsS0D) fue preducido en el
laboratono. Todos los demds reactivos fusron de la mejor calidad disponible
comearcialmenta.

5.2 TRANSFORMACION E INDUCCION

La bacleria E.colif BL21{DE) fue transformada con 2ug DNA de la construccidn de
un plésmido que contiene la regin codificante de la TsSOD y 100 pL de bacierias
de la cepa descrita, Las bacterias se incubaron en hielo durante 1h; para después
somaterdas a un choque térmico de 1 min a 42°C. Para la recuperaciin se
adicionaron 200 pl de medio SOC (InVitrogen Corp ) ¥ se incubaron a 37°C
durante 30 min, posteriormeanta s& mcubaron las bacterias durante toda la nocha
en 10 mL de medio LB {ANEXD) 50 pg/mlL de ampicilina. Esie cultivo se
diluyo 1:50 en LB y se crecid a 37°C hasta una DOpgger= 0.6, en éste momento se
adicionardn ZnS0y v CuS0y 0.17TmM ¥ 38 Indujo con PTG 1mM; se continud
creciendo el cultive a 37°C por & horas. La induccidn de la enzima se ocbsensd
mediante la técnica de eleciroforasis an gales da poliacrilamida con SO5.

5.3 PURIFICACION

La purificacidn se realizd por el mélodo descrito por Castellanos alal (2002)
modificado. La bacteria fue centrifugada a 3500 rpm por 30 min ¥ al precipitado se
lavd con PBS 3X (ANEXO) frio hasta oblenar un color amanilo paja. La bacteria se
resuspandid en amortiguador A conteniando Tris-HC 50mM pH 7.5 (ANEXO) v 58
homogeneizd en un politron (Brinkmann Inst.) por 30 segundos cada 5 min por 6
pcasiones en un fubo falcon de 50ml sobre hielo, La suspensidn fue cenrfugada a
11000 gX en una ultracentrifuga Avanti rofor 630, El sobrenadante oblenido se
pash por una columna DEAE-celulosa (Sigma) previamante equiibrada an
amarfiguador & La columna fue lavada tres veces con &l mismo amortiguador,
Después de cargar la proteina a la columna se colectd ef primer lavado. Las
protainas unidas a la columna fusron eluidas ulllizando una solucidn 1 M da NaCl
an amortiguador A. Las fracciones colecltadas con acltividad de SOD fueron
diglizadas an amoriguador B (30mM iris-HCl pH 8.9) v pasadeas por la miama
columna de DEAE, siguiendo el mismo procedimiento que en la anterior, pero
utiizando el amoriguador B. Una vez mas las fracciones con aclividad especifica
de 500 fueron colectadas, dislizadas y concentradas. El conlenido de proteinas
&n las fracciones fus determinado por @l método de Lowry v la actividad especifica
de 50D fue determinada como se describe mas adelante. El flujp de smbas
columnas fue de Smlimin y las fracciones colectadas de 1mil.
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5.4 CUANTIFICACION DE PROTEINAS {Método de lowry)

La determinacidn de la cantidad de proteina se realizo mediante el método de
Lowry (1951). Método colormélrico basado en la formackon de un complejo de
colorido entre el cobre v los nitrdgenos de los entaces peplidicos. Para resaltar el
color formado en ésta reaccion, se hace reaccionar con e reacdivo de Folin gue al
ser reducido por los residuos de aminodcidos arométicos tirosina y nptofano
producen un color azulado gue es posible medir en al

Explicando brevements, se tomaron 50uL de cada uno de los exdractos las
muesiras v se diluyeron hasta un volumen final de 200pL, a cada fubo se agregd v
mezcid 1ml de solucidn C (ANEXD) vy se dejd reaccionar por 10 min, después sa
agregaron 100ulL de reactivo de folin diluide 1:1 en agua; se puso a reaccionar
durante 45 min, luego se midid su densidad Splica a 680 nm wsando como blanco
agua y una curva patron de albdmina de bovino,

Las composicion de todas las muestras obtenidas se determinaron en PAGE-SDS
al 12.5% descrito por Lasmmii (1570). De las muesiras complejas como extractos
crudos o fracciones semipurificadas se ulilizaron 10pg v de proleinas puras 2.5ug.
Las muestras se prepararon en el amodiguador de Laemmli con 10plL da
marcaptoatanol, calentadas por Smin & 100 "C, cargadas en los geles y separadas

a 100 V. Los geles fueron tefidos con azul brillante de Coomassie. Los pesos
nmlmﬂammlmadummmp«hmmcﬁnmunm:lﬁnm
estandares de paso molecular conocido.

La actividad de la enzima fue determinada por &l método de McCord v Fridovich,
(1969). Método de actividad basado en la reaccidn de la xaniina con la xanting
oxidasa para generar el radical superdxido (057 que a su vez reduce al citocromo
C, & cual puede ser medido en el especirofoldmetro &8 una longitud de onda de
550nm. La aclividad fue delerminada midiendo ka inhibicidn de la reducckin de
citocromo C (figura 5). Se adiclond en la reacckbn amortiguador K:HPO, 50mb pH
7.8 (ANEXO) en un volumen final de 3mL, asi como 0. 1mM de <antina, 0.079mbd
de citocroma C, 20UE de S0D; v xantina oxidasa al momento de lesr. La actividad
g midid después de 2min de niciar la reaccidn con la xantina oxidasa. El ansayo
se estandarizd usando una SOD Cu'Zn de bovino. Una unidad de S0D es definida
como la cantidad de S0D necesara para producir la inhibician del 50% de
citocramo C. La aclividad espacifica sa definieron como las unidades de acthividad
por mg de proteina vy adicionada en tres diferenies ensayos.
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5.7 ENSAYOS DE INHIBICION

La inhibicion de la actividad de la enzima fue determinada por el mismo método de
xantina xantina-oxidasa previamente descrito. Para cada ensayo se realizé como
control un ensayo que no contenia SOD, por lo tanto el 100% de citocromo se
reduce. Como control positivo para el ensayo se us6 una SOD Cu/Zn de B. taurus
y/o una de T. solium pura con 100% de actividad, por lo que la reduccién del
citocromo se inhibe en presencia de la SOD. Se usaron inhibidores especificos
para la SOD Cu/Zn (KCN) y Mn (NaNg)) a una concentracién de 10mM, con 20U
de la SOD recombinante. Los inhibidores fueron incubados a 37°C por 30 min con
los inhibidores y la actividad determinada por el método de la xantina-xantina
oxidasa. Para los estudios de inhibicion con farmacos (ABZ, FBZ, MBZ, MTZ,
PZQ, TBZ), Se adicion6 el farmaco correspondiente a una concentraciéon de 100
pM), mas 20UE de SOD recombinante en un volumen de 1 mL. La mezcla se
incubé a 37°C por 30min, y se adicionaron 2 mL de amortiguador para tener un
volumen final de 3 mL. También se prob6 una concentracién de 500 uM para ABZ
y TBZ. Como control de inhibicién se utilizé la SOD Cu/Zn de bovino.

Ensayo Actividad SOD CuZn por X-XO
A Xantina+Xantina Oxidasa

0, =»-Citocromo C Oxidado

Control * 550 nm
Citocromo C Reducido 100% de reduccién
2min

B Xantina+Xantina Oxidasa
% 0, Citocromo C Oxidado

sop ¢ \ 550 nm
H.O Citocromo C Reducido % de inhibicién
2~2 2min

* Una unidad de SOD se define como la cantidad de enzima que
se requiere para inhibir el 50% de la reduccién del Citocromo C.

Fig 5. Ensayo de actividad SOD Cu/Zn por el método de Xantina-Xantina oxidasa. A; representa el
100% de reduccion de citocromo C; el control del ensayo: B; representa la innhibicion del citocromo
C debida a la presencia de la SOD; la actividad de SOD.
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§. RESULTADOS
8.1 PURIFICACION DE LA SOD DE Cu/Zn DE Taenia solium

Depués de la ruplura de la bacteria que expresa la enzima recombinants y obltener
un sobrenadante con actividad de S0D. Este sobrenadante fue pasado por una
columna de DEAE-celulosa, previamente equiibrada con amortiguadaor A (pH 7.5),
La figura 6 muestra los peries de las cromatografias realizadas para la
purificacion de la SO0 CuZn da T. sofium. La figura B4 muestra la pomera
separacidn obtenida an esta columna en donde se obtuviernon 2 picos. El primer
pico representa las proteinas determinadas a 280 nm gue no se unen a la
columna, y que presentan gran acthvidad de S0D. Un segundo pico que
representa las proteinas unidas a la columna, que son despegadas con el
amorfiguador A conteniendo 1 M MaCl, y que presentan una débd actividad de
S00. El primer pico conteniendo la mayor actividad de S00 antes mancionado
fue dializado contra amortiguador B con |a finalided de sumentar el pH a8 89 y
pasado por la misma columna de DEAE, previamenie aquilibrads con
amortiguador B. La figura 68, muestra al perfil cromatografico de la segunda
columna de DEAE, que fue similar al obtenido con la pamera columna, ddnda &
pico 1 represania el material no unido a la columna, ¥ qua no presanta actividad
da SO0, mientras que el pico 2 represanta el material unido a la columna y gua as
aluido con &l amortiguador B con 1 M MaCl, que coincide con una agran actividad
de 500,

La Figura 7, un gol de poliacrilamida con 505 muestra la composicion de cada
uno de los pasos de la purificacidn de la S0D Cuw'Zn recombinante llevada a cabo
pof las dos columnas da intercambio idnico ulilizando DEAE. El carmil 1 muestra
una 500 Cwén comercial de Bos faurus con un peso molecular de 16 kDa. El
caril 2, un extracio iodal de |a bacteria que contiene &l plasmido que produce la
enzima recombinante sin nducir solubdizado con amortiguador de cargado de
Laemil; se observa que la fraccidn esta compueta por un gran nomern de
proteinas en un rango de 10-200 kDa. El carrl 3, es lo mismo que el caml 2, peno
de una bactera inducida con IPTG para producir la enzima recombinante, se
obsarvan las mismas protainas del caml 2, resaltando la expresion de una
proteina de 16 kDa. El carril 4 muestra que al sobrenadanta obtenido después de
la ruplura da la bactaria que expreso la 500 CufZn recombinanta de T. solium, sa
pusde observar un patron similar al obtenido del carril 2, con algunas proteinas
adicicnales de pesos moleculares alios, que presenia gran actividad de S0D. Bl
carril 5 muestra los componentes del primer pico obtenido de la primera columna
de DEAE con amortiguador A, este pico esta compuesto @n su mayoria por una
proteina de 16 kDa, con pocas proteinas contaminanies, cabs mancionar qua aste
pico coincidid con una gran actividad de S0D, En el camil B sa ocbsarva la
composicion dal segundo pico de |a primera columna de DEAE, en & cusl a pesar
de ka tener una denskdad dptica alta medida a 260 nm, s& aprecian pocas
proteinas v una muy baja actividad a S0D. En el carril 7 58 observa el primer pico
de s sequnda columna de DEAE con amortiguador B (pH B.9), que contiena
pocas proteinas. Finabmemie, & camil 8 muestra el segundo pico obtenido de la
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CROMATOGRAFIA DE INTERCAMBIO IONICO pH 7.5
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ABS (280 nm)
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CROMATOGRAFIA DE INTERCAMBIO IONICO pH 8.9
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FIG 6. PURIFICACION DE LA SOD Cu/Zn DE T. solium. A) CROMATOGRAMA DE LA PRIMERA
CROMATOGRAFIA DE INTERCAMBIO IONICO A pH 7.5: Pico 1, fraccién no unida a la columna.
Pico 2, fraccién eluida con el gradiente salino. B) CROMATOGRAMA DE LA SEGUNDA
CROMATOGRAFIA DE INTERCAMBIO IONICO, pH 8.9: Pico 1, fraccién no unida a la columna.
Pico 2. fraccion eluida con el gradiente salino. La linea continua (™) representa la cantidad de
proteina en unidades de absorbancia (D.O. 25 nm) €n €l eje Y. El eje X representa cada fraccién
colectada de 1 mL. La linea discontinua (- - -) indica el momento en que se adicioné el
amortiguador con NaCl. La escala del lado derecho representa el % de amortiguador de elusion. La
= representa las fracciones en las que se determiné actividad especifica.
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segunda columna DEAE; en donde se puede apreciar una sola proteina de 16
kDa, que ademas pose¢ una gran actividad de SOD.

La Tabla I, muestra el resumen de la purificacion de SOD recombinante de Cu/Zn
a partir de un cultivo bacteriano. Se puede observar que el método realizado
purificd 12.50 veces la enzima, a partir de un sobrenadante obtenido después de
romper a la bacteria; finalmente la enzima presenta una actividad especifica de
13333.33 U/mg.

TABLA |. RESUMEN DE LA PURIFICACION DE SOD DE T.solium .

ACTIVIDAD

VOLUMEN | PROTEINA | TOTAL ACTIVIDAD|REND |  VECES
PASO mL) | (gl | (mg) EST&‘;“;)'CA TOTAL | % |PURIFICADO
E)(‘:TRRJ‘SJO 5 72700 | 3635 | 1066.66 | 38777.09 [100.00|  1.00
POST1E}
DEAE 9 01170 | 1.05 | 470588 | 495529 | 12.78 4.00
pH7.5
POST 2°*
DEAE 3 03054 | 091 | 1333333 | 1221599 | 3150 | 1250
pH8.9

1 2 3 4 5 6 7 8

16 KDa

FIG 7. SDS PAGE AL 12.5% DE LA PURIFICACION DE LA SOD Cu/Zn RECOMBINANTE DE T.
solium. 1.- SOD Cu/Zn B. Taurus, 2.- Extracto Crudo de E. coli sin induccién, 3.-Extracto crudo de
E. coli inducido, 4.-sobrenadante de la bacteria, 5.-Pico 1% de primera DEAE, 6.- 2*° pico 1er
cromatografia 7.-1er pico 2da cromatografia, 8.-2do picio 2da cromatografia. La flecha indica la el
peso molecular.
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6.2 CARACTERIZACION ENZIMATICA DE LA SOD Cu/Zn DE Taenia. solium

6.2.1 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ESPECIFICA.

El disponer de la SOD Cu/Zn de T.solium en grandes cantidades y pura nos
permiti6 obtener su actividad especifica, utilizando el ensayo de xantina-xantina
oxidasa. Donde un ensayo sin SOD fue el control que representa el 100% de
reduccion de citocromo C. La figura 8 muestra los porcentajes de la inhibicién del
citocromo C, obtenidos con las diferentes concentraciones de la enzima SOD de
T. solium. La interpolacién de la cantidad de proteina que es necesaria para inhibir
en un 50% la reduccién del citocromo C, es definida como una unidad enzimatica,
la que dividida entre los miligramos, se define como la actividad especifica de la
enzima, que para este caso particular fue de 13333.3 (U/mg)

ACTIVIDAD ENZIMATICA DE Ts. SOD

o

ABS nm“ \

o

\.\'\.\"
13333.3 UE

0 L] 81 (13 1 28 3

CONCENTRACION (pg/L)

Fig 8. ACTIVIDAD ENZIMATICA DE TsSOD. Una unidad de actividad se define como la cantidad
de SOD requerida para inhibirla reduccién de citocromo C al 50%. La flecha indica una unidad de
actividad y junto a la flecha la actividad especifica en unidades enzimaticas.

6.2.2 IDENTIFICACION DEL COFACTOR METALICO:

Para determinar el cofactor metalico de la proteina se realizaron experimentos con
concentraciones crecientes de KCN y NaNz en el ensayo de xantina xantina-
oxidasa; estos compuestos son inhibidores de las SODs de Cu/Zn y de Mn,
respectivamente. Los resultados demuestran que el KCN inhibe a la proteina en
14, 37, 85% de la actividad a concentraciones de 0.01, 0.1, 1mM, respectivamente
y 100% a una concentracién de 10mM. Por otro lado, los ensayos de inhibicion
realizados con el NaN; a las mismas concentraciones, no mostraron ningin efecto
sobre la actividad de la enzima. Como control se utilizo la SOD Cu/Zn comercial
de bovino la cual perdié su actividad a 10 mM de KCN.

Puesto que se ha observado que la E. coli expresa SOD de Cu/Zn y Mn. Se

procedié a repetir los ensayos realizados en la Tabla |, pero utilizando el NaN;
inhibidor especifico de la SOD de Mn. La Tabla 2, muestra el resumen de la
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purificacion de SOD de Cu/Zn recombinante a partir del mismo cultivo bacteriano
que expreso a SOD. Se puede observar que el rendimiento de la purificacién fue
de 39.05%, pero se obtuvo la misma actividad especifica de 13333.33 U/ mg.

TABLA Il. RESUMEN DE LA PURIFICACION DE SOD Cu/Zn DE T.solium,
UTILIZANDO EL INHIBIDOR ESPECIFICO PARA LA SOD DE Mn (AZIDA).

PASO | VOLUMEN [PROTEINA| TOTAL gggggﬁa ACTIVIDAD|REND |  VECES
(mL) (o) | (mg) [FSEE0 TOTAL | % |PURIFICADO

E’éTRRL’;‘SgO 5 72700 | 3635 | 86047 | 3127825 [100.00|  1.00

POSTIER

DEAE 9 01170 | 1.05 | 466588 | 491329 | 15.70 5.42

pH7.5

POST 2%

DEAE 3 03054 | 091 | 1333333 | 1221599 | 39.05| 1549

pH8.9

6.2.3 ENSAYOS DE INHIBICION CON FARMACOS ANTIHELMINTICOS:
Ademas de los ensayos realizados con los dos inhibidores especificos antes
mencionados, se probaron farmacos de origen comercial con el objetivo de inhibir
a la SOD Cu/Zn de T. solium, como el mebendazol, prazicuantel, metronidazol,
albendazol, tiabendazol, y fenbendazol. Como se observa en la figura 9, los
farmacos probados a 100 uM lograron los siguientes porcentajes de inhibicién
mebendazol 14.06% (DS = 0.935), prazicuantel -3.59% (DS = 0.969), metronidazol
-2.39% (DS = 0.480), albendazol 41.00% (DS = 0.234), tiabendazol 16.02% (DS =
0.005), y fenbendazol 10.32% (DS = 0.320), en contraste la actividad de la SOD
Cu/Zn de B. taurus no se vi6 efectada por ninglin farmaco a esta concentracion
(dato no mostrado). Se observa que con el albendazol se caus6 el mayor efecto
inhibitorio, seguido por el mebendazol y tiabendazol en contraste con el
prazicuantel, metronidazol, y fenbendazol se observdé un efecto opuesto al
esperado. Cabe mencionar que como control de inhibicion al 100% se hizo un
ensayo sin SOD y como control para el 0% de inhibicion se utilizo una muestra de
SOD con actividad conocida.
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% INHIBICION SOD Cu/Zn FARMACOS COMERCIALES

100%
100%

80%

41.00%

40%

20%

0% +——

-3.59%  2.39%

-20% -
=C- EC+ B MBZ HPZQ BMTZ @ ABZ BTBZ HEFBZ

FIG 9 PORCENTAJE DE INHIBICION DE SOD Cu/Zn CON FARMACOS. La altura de las barras
muestran los porcentajes de inhibicion. C-, Control negativo del ensayo, sin SOD, dénde la
reduccién del citocromo C es total representando el 100% de inhibicién. C+, Control positivo el cual
se realizé con la Ts SOD Cu/Zn representa una actividad de 100%. MBZ Mebendazol; PZQ
Prazicuantel; MTZ metronidazol; ABZ Albendazol; TBZ Tiabendazol; FBZ Fenbendazol. Todos los
farmacos se ensayaron a 100 yM.
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1. DISCUSION

La superdxido dismulasa (300) es una metaloanzima ampliamente distibuida en
los organismos que exisle en una variedad de formas como tas de CulZn, de Mn y
la da Fe que protege a los organismos del ién superduido dismutandolo a HeOy, EI
Oy se foma cuando el O; acepla un electrdn. Tanto & Oy como el HxD; son
compuasios gue reaccionan pocd, sin embango ambos son towscos principalmenie
por que generan ('0y). hidroxile (HO' ), y peroxinitito (ONOO™ ) radicales
axtreamadaments tdxicos qua destruyen a |las cblulas. La T, solfum como parasito
que infecta a sus hogpederos mamiferos cerdo y hombre tiene gue enfrentarse a
estas moléculas oxicas que se producen en las reaccion inflamatoria en contra
del mismo (Callahan HL., of af, 1888., Sles H., 1993, Henkle-Dirsen K. &

Kampksttar K., 2001).

En este trabajo se logrd la produccidn, purificacin y caracterizacidn parcial de una
Supenixido dismutasa recombinante de T, solium en |a bacteria E. coll,

El proceso da purificacidn mediante la cromatografia de intercambio iGnico en
DEAE fue basado an las caracteristicas bioguimicas que posean las proteinas de
E. coli da unirsa al DEAE a pH 7.4 ¥ da no union a aste mismo a pH de 8.9, asi
como al punto isoeléctrico de la S0D CufZn (pl=6.03). Asimismao, la utilizacidn de
inhibidores especificos de la actividad para la 300 de Mn (MaM;) v Cu'Zn (KCN)
durante &l proceso de la purificacidn de la enmma recombinante de CuZn
producida en la bactera, ayudo en la purificacion. Lo antes mencionado nos
permitid ececluir las SOD de la baclera, obteniendo una 50D Cw?Zn con un
rendimiento de 2.5% del total de la bacteria a partir de un lfro de medio de cultivo
en el cual 58 obtuvo un total de 72.7mg v la enzima con caracteristicas similares a
enzima nativa reportadas para T, solum ¥ T, lasniaeformis (Gonsdles R, of al,
2002, Leid & Suquet 1986).

El andlisis de los pasos de purificacidn de la 500 Cul@n recombinante mediante
geles de poliacriiaméda con SDS en condiciones reductaras, mostrd que la enzima
pura presenta un peso molecular de 16 kDa. Dato que coincide con los tamafos
encontrados para ofras SOD de CulZn ctosdlicas de diferentes organismos.
Asimismo coincide con el peso molecular real de la enzima delerminado por
filtracion &n gel y gque presanta una esinuciura dimérica de alrededor da 30 kDa
(Castellanos A, af &/, 2002),

Los resultados obltenidos en los ensayos de actividad, utilizando inhibidores como
la MaMy un inhibidor para las SOD de Mn, gua no afecto la actividad de la enzima
recombinanta y de la inhibicion tolal de la enzima recombinanie & una
concentracion de 10 pM del KCHN, un imhibidor especifico da las 50D de CufZn,
sugiere qQue esla endima pertenace al grupo de enzimas que contienen CulZn en
5U Sitio activo.
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Un dato interesante fué que ademds de los inhibidores anies mencionados se
probaron fdrmacos comunmente usados para el fratamiento contra enfermedades
causadas por helmintos, El grupo de farmacos ABZ, TBZ, MBZ y FBZ, que
perenecen al grupo de los bencimidazoles tuvieron gran efecto sobre ka actividad
de la enzima de CulZn de T. solum, slendo el ABZ & més efectivo, nhibiendo ka
actividad da la enzima hasta un 41%, seguido por el liabendazal mebendazal y
fenbendazol, an contfraste los frmacos como el prazicuantel v metronidazol no
tuvieron efecto sobre la enzima. Cabe mencionar gue la enzima de CwZn de 8.
faurus utilizada como control en los ensayos no fué afectada por ninguno de los
farmacos antes mencionados, Este dalo oblenido es muy Ineresante va que el
Albendazol;, un bencimidazol constituya un efectve fratamienlo para la
neurocisticercosis en humanos y la cisticercosis en cerdos. El macanismo de
accitn que el Albendazol realiza para destruir a los helmintos, ha sido previamenta
descritc v se postula, es debido a que se une a la PB-tubulina, inhiblendo ks
formacidn de microtubulos. Nosotros, observamos que este farmaco es capaz de
inhibir ka actividad de la SOD CulZn, lo que sugiers gue la accidn de estos
farmacos puede tenar vanos blancos en el pardsilo de ahi su gran efeclividad para
destruiios.

Finalmente, el desamollo de un método para producir una S0D CufZn v la
observacion de que los becimidazoles son capacez de inhibir a la SO0 de CulZn
de T. solivm ¥ no a la de B. fauvus, abre la posibllidad de realizar estudios para
disefiar nuevas moldculas para inhibir a la enzima de T. solium, sin alterar las
mobéculas de sus hospederos.
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8. CONCLUSIONES

1.- 5e describe un mélodo de purificacidn para la SO0 Culdn de T. solium,
2.- Su peso molecular monoménco as de 18 kDa.

3.- Su actividad especifica de 13333.33 UWimg.

4 - Presenta como cofactor metilico CulZn

5.~ Los bencimidazoles como e ABZ, TBZ y MBZ inhiben a la enzima.

G.- Abre |la posibilidad para desarmallar nuevos inhibidores contra halmintos.
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8. ANEXD

# Amortiguador salino de fosfatos (PBS 10x)

MaCl 137mM 80.0g
KCl 2 TmM 2.0
Na;HPOTH:O  4.3mM 11.5g

Ajustar a pH? 4 vy aforar a un litro.
=  Amortiguador salino de fosfabos pH 7.8

KaHPO, S0mm 6.80g
Ajusiar a pHY.8 v aforar a un litro,

+  Amortiguador para protelnas

H:zO desionizada 3.8 mi
Tris-HCI 0.5M pH 6.8 1.0mL
SD5 10% 1.6mL
2-marcapioetancl 0. 4mlL
Azul de bromofenal 0.4mL
= Amortiguador para electroforesis de proteinas
Tris base 8.0g
Glicina 4329
sDs 3.0g

Se afora a 600mL con MO desionizada.

»  Amortiguador de ransferencia

Metanal 20%

Tris 256mM

Glicina 102mM
Se afora a 1L con agua desionizada.

o Gel SDE-PAGE
Acrilamida3iuiis 0.8%
Trig-HCI 1.5M pH 8.8
Tris-HGI 1.5M pH 6.8
S80S 10%
Temead (NN N’ N -Tetrametilel diamino)
Persulfato

L8TA TESIS NO 5AI

e Ald
LELA BIBRY T 9



« Medio de cultivo Luria Betani (LB)

Mal ;
MgS0, TH:0 2.0g
Tris-HC| 1M pH 7.5 50.0mL
Gelatina al 2% 5.0mil

Todos los componentes del madio da cullivo sa diluyen v aforan a 1L con agua
desionizada, El pH del medio se ajusta a 7.0 y se esteriliza en autoclave durante
20man a 15Lb de presion en cicla liguido,

s Disclucidn A de Lowry

MayL O, 10g

NaOH 2g

Tartrato de Na y K 0.1g
Aforar a 500 miL.

« Disolucidn B de Lowry

CuS0, 5H:0 0.5g
Adorara 1L

# Disolucidn C de Lowry
50 partes de disolucidn A + 1 parte de B (preparar al momanto de usar)

* PBS 1X-TWEEN 0.3%

PBS 1X 100mL
TWEEN S00uL
Aforar @100mL y preparar al momento die usarsa
= Leche 5%
Leche 2.5g
PEBS-TWEEN S0mL
=  Solucidn reveladora
Diaminobencidina 1.01g
H:03 SpL
PBS 1X S0mL

s Tris-HCIS0mMpH 75y 8.8
Tris 6.05g
Apusiar al pH comespondients y aforar a 1L

« Tris-HC1 50mM pH 7.5 y 8.9 con 1M NaCl
MaCl 54.59
Aforar & 1L con amoriguador trig al pH cormespondianta.
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